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Aktive Hedgehog-Protein-Mutante, Verfahren zur Herstellung und Venvendung 

Gegenstand der Erfindung ist eine aktive Form eines Hedgehog-Proteins, Verfahren zu dessen 
rekombinanter Herstellung und dessen therapeutische Venvendung. Unter Hedgehog (hh)- 
Proteinen versteht man eine Familie von sekretierten Signalproteinen, die verantwortlich sind 
fur die Ausbildung einer Vielzahl von Strukturen in der Embryogenese (J.C. Smith, Cell 76 
(1994) 193 - 196, N. Perrimon, Cell 80 (1995) 517 - 520, C Chiang et al., Nature 83 (1996) 
407, MJ. Bitgood et al., Curr. Biol. 6 (1996) 296, A Vortkamp et al., Science 273 (1996) 
613, C.J. Lai et al., Development 121 (1995) 2349). Bei der Biosynthese wird nach Abspal- 
tung der Signalsequenz und autokatalytischer Spaltung eine 20 kD N-terminale Domane und 
eine 25 kD C-terminale Domane erhalten. Das N-terminale Fragment ist Lipid-modifiziert 
(J.A. Porter et al., Science 274 (1996) 255-259. In hoheren Lebewesen besteht die 
hh-Familie zumindest aus drei Mitgliedern, namlich Sonic, Indian und Desert hh (Shh, Ihh, 
Dhh; M. Fietz et al., Development (Suppl.) (1994) 43 - 51). Fur Hedgehog-Proteine, welche 
rekombinant hergestellt wurden, wurde eine unterschiedliche Aktivit&t nach Herstellung in 
Prokaryonten und Eukaryonten beobachtet (M. Hynes et al., Neuron 15 (1995) 35 - 44 und T. 
Nakamura et al., Biochem Biophys. Res. Comm. 237 (1997) 465 - 469. 

Hynes et al vergleichen die Aktivitat von hh im Uberstand von transformierten „human 
embryonic kidney 293 cells" (eukaryontischer hh) mit aus E.coli hergestellten hh und finden 
eine vierfach h&here Aktivitat des hh aus den Uberstanden der Nierenzellinie. Als Ursache 
dieser erhohten Aktivitat wird ein potentieller zusatzlicher „acessory factor 14 , der nur in 
eukaryontischen Zellen exprimiert wird, eine posttranslationale Modifikation, ein unterschied- 
licher N-Terminus, der aus Exoli isolierte hh enthalt 50 % eines hhs, welcher zwei zusatzliche 
N-terminale Aminosauren (Gly-Ser) trSgt, Oder urn 5 - 6 Aminosauren verkttrzt ist, oder in 
einem hoheren Aggregatzustand (z. B. durch Bindung an Nickel-Agarose beads) diskutiert. 

Nakamura et al. vergleichen die Aktivitat von shh im Uberstand von transformierten „chicken 
embryo fibroblasts" mit einem aus E.coli isolierten shh Fusionsprotein, das noch einen 
N-terminalen Polyhistidinteil aufweist. Das shh im Uberstand der Fibroblasten hat bezuglich 
der Stimulation von alkalischer Phosphatase (AP) in C3H10T Vz Zellen eine 7fach hdhere 
Aktivitat als das gereinigte E.coli Protein. Als Ursache der erhohten Aktivitat werden Mole- 
kiile, wie beispielsweise bone morphore genie Proteins (BMPs) diskutiert, die nur im Uber- 
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stand von eukaryontischen Zellen vorhanden sind und die starkere Induklion der AP verur- 
sacht. 

Von Kinto et al., FEBS Letters, 404 (1997) 319-323 wurde beschrieben, dafl hh sekretie- 
rende Fibroblasten bei i.m. Implantation auf Kollagen eine ektopische Knochenbildung indu- 
zieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, hh-Proteine (Polypeptid) herzustellen, welche eine deutlich 
verbesserte Aktivitat gegeniiber den bekannten Formen zeigen. 

Die Aufgabe wird gelost durch eine posttranslational prozessierte Hedgehog-Protein T Mutante 
(hh-Mutante), welche erhaltlich ist durch Expression eines Gens, welches ein Hedgehog- 
Protein codiert in einem Bacculo-Virus-Expressionssystem, bei einer Fermentation uber einen 
Zeitraum von bis zu ca. 30 Stunden, vorzugsweise von 24 - 27 Stunden, Reinigung des 
Zelliiberstands in Gegenwart eines Proteaseninhibitors und eines nicht-ionischen Detergenz 
und Isolierung der hh-Mutante, welche an Heparinsepharose und Hydroxylapatit bindet und 
dadurch gekennzeichnet ist, dafl diese hh-Mutante 

— unter alkylierenden Bedingungen ein Molelculargewicht von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— unter reduzierenden Bedingungen ein Molelculargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrer Aktivitat durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer N-terminalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosfcuren inaktiviert wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 mmol/1 1,4 Dithioerythrit (DTE) uber 2,5 Stunden bei 
37°C zu 90 % oder mehr inaktiviert wird, 

— in einer Konzentration von 5 nmol/l, in Gegenwart von Suramin, eine Aktivitat fur 
alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induziert und 

— nicht cholesterinmodifiziert ist. 



Unter Aktivitat im Sinne der Erfindung ist die Aktivitat an alkalischer Phosphatase zu verste- 
hen, die das Polypeptid in Saugerzellen induzieren kann (Aktivitat im alkalischen Phosphatase- 
test). Dabei wird eine Maus-Fibroblasten-Zellinie in einem Medium, welches fbtales Kilberse- 
rum enthalt, kultiviert. AnschlieOend wird sterilfiltrierte Probe zugesetzt, nach ca. 5 Tagen die 
Zellen aufgeschlossen und in Zellysat alkalische Phosphatase uber die Spaltung eines 
chromogenen Substrats (pNP, p-NitrophenoI) bestimmt (J. Asahina, Exp. Cell. Res. 222 
(1996) 38 - 47 und T. Nakamura (1997)). 



Unter einem Bacculo- Virus-Expressionssystem ist ein Expressionssystem bestehend aus einem 
Bacculo- Virus-Vektor und einer Insektenzelle als Wirtszelle zu verstehen. Solche 
Expressionssysteme sind dem Fachmann bekannt und beispielsweise fur hh-Proteine von 
Buracrot (1995) beschrieben. 

Unter einem Hedgehog-Protein, gemaB der Erfindung, ist ein sekretiertes SignaJprotein zu 
verstehen, welches fur die Ausbildung einer Vielzahl von Strukturen in der Embryogenese 
verantwortlich ist. Besonders bevorzugt venvendet wird Sonic, Indian- oder Desert hh (M. 
Fietz et al. (1994). Bevorzugt wird ein hh-Protein einer Sequenz, wie sie in der 
EMBL-Datenbank unter Nr. L38518 beschrieben ist, venvendet. Proteine der Hedgehog- 
Familie zeigen eine ausgepragte Homologie in der Aminosauresequenz, weshalb es ebenso 
bevorzugt ist, solche NukJeinsauren zu exprimieren, welche fur Hedgehog-Proteine codieren, 
die zu 80 % oder mehr homolog mit der oben genannten Sequenz von Sonic Hedgehog- 
Protein sind. 

Das Sonic Hedgehog-Precursorprotein besteht aus den Aminosauren 1 - 462 der in der 
EMBL-Datenbank unter Nr. L38518 beschriebenen Sequenz. Die Aminosauren 1 - 23 stellen 
dabei das Signalpeptid dar, die Aminosauren 24 - 197 die mature Signaldomane, die 
Aminosauren 32 - 197 die urn acht Aminosauren verkurzte Signaldomane und die Aminosau- 
ren 198 - 462 die autoprozessierte Domane nach autoproteolytischer Spaltung. 

Unter den ersten acht Aminosauren des Hedgehog-Proteins sind gemaB der Erfhdung die 
ersten acht Aminosauren des prozessierten Proteins, beispielsweise fiir Sonic Hedgehog- 
Protein, die Aminosauren 24 - 3 1 zu verstehen. 

Uberraschenderweise wird bei der rekombinanten Herstellung von Hedgehog-Proteinen im 
Bacculo- Virus-Expressionssystem eine hochaktive Mutante des Proteins (Aktivitat gegenuber 
shh mindestens um das lOfache, vorzugsweise mindestens urn das lOOfache erhoht) in der 
Anfangszeit der Fermentation angereichert. Diese erfindungsgemaBe Mutante des Polypeptids 
kann insbesondere dann in groOen Mengen isoliert werden, wenn die Fermentation spatestens 
nach ca. 30 Std., vorzugsweise nach ca. 24 - 27 Std., abgebrochen wird. Dies ist auch deshalb 
iiberraschend, da fur die Herstellung von hh-Proteinen im Bacculo- Virus-Expressionssystem 
bisher eine Fermentationszeit nach Infektion von mindestens 2 Tagen beschrieben wird 
(Bumcrot et al., Mol. Cell. Biol. (1995) 2294-2303). Auch fur andere Proteine, die im 
Baculovirussystem hergestellt werden, wie beispielsweise Rhodopsin Kinase (Cha et al., Proc. 



Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997) 10577 - 10582) ist beschrieben, daB nach 64 . 88 Std. ein 
Maximum an Protein und Aktivitat erzielt wird. ErfindungsgemaB wurde fur Hedgehog- 
Proteine gefiinden, daB im Fermentationsuberstand zwar die Menge an Hedgehog-Protein im 
Zeitraum zwischen 33 und 72 Stunden zwar stark zunimmt, in diesem Zeitraum jedoch nur 
hh-Protein mit einer Aktivitat wie sie aus dem Stand der Technik bekannt ist entsteht. 
Dagegen ist bei einer reduzierten Fermentationszeit von unter ca. 30 Std. der Anteil an 
solchem hh-Protein wesentlich (mindestens 5-10fach) geringer, wodurch sich die 
erfindungsgemafle hochaktive hh-Proteinmutante identifizieren und isolieren laBt. 

Die erfindungsgemafle hh-Mutante ist sehr sensibel gegen Proteasen, weshalb es bevorzugt ist, 
den Oberstand der Fermentation Proteaseninhibitoren, wie beispielsweise Aprotinin, PMSF 
oder Pepstatin oder ein Gemisch davon, zuzusetzen. 

Weiter ist es bevorzugt, bei der Reinigung nicht-ionische Detergentien, wie beispielsweise 
Polysorbat (z.B. Triton® X 100), zuzusetzen, da dadurch die erfindungsgemaBen hh-Proteine 
ebenfalls stabilisiert werden, vorzugsweise, zumindest nach der ersten Grobreinigung, uber 
Heparin-Sepharose. 

In einem ersten Schritt zur Reinigung des erfindungsgemaBen Proteins wird zweckm&Big eine 
Chromatographic an Heparin-Sepharose durchgefiihrt. Es ist bevorzugt, diese Chromatogra- 
phic als Stufenelution durchzufiihren, d.h, vorzugsweise nach Waschen mit 250 mmol/1 NaCl, 
bei einer Konzentration von mindestens 0,7 mol/1 (vorzugsweise 1,2 mol/1) zu eluieren. 

Zur Aufreinigung der erfindungsgemaBen hh-Mutante ist es besonders vorteilhaft, eine 
Hydroxylapatit-Chromatographie durchzufiihren. Dadurch wird eine gute Anreicherung der 
Aktivitat bei relativ geringen Verlusten (<50 %) erreicht. Weitere Chromatographieschritte, 
die zweckmaBig sind, sind beispielsweise eine Heparinsepharose-Chromatographie (Miao et 
al., J. Neurosci. 17 (1997) 5891 -5899), die jedoch vorzugsweise in Gegenwart von nicht- 
ionischen Detergentien durchgefiihrt wird. Weiter bevorzugt ist es, nach der Heparinsepha- 
rose-Chromatographie eine Dialyse, vorzugsweise gegen niedere Ionenstarken (z. B. Puffer 
mit 1 - 10 mmol/1 Natriumphosphat, pH 6,5 - 7,5), durchzufiihren. Besonders vorteilhaft ist es 
hierbei, daB bei dieser Dialyse der Puffer, gegen den dialysiert wird, 10 - 100 mmol/1, 
vorzugsweise 50 mmol/1 Natriumchlorid enthait und die Dialyse bei einer geringen Konzentra- 
tion des hh-Proteins (1 mg/ml oder geringer, vorzugsweise 0,5 mg/ml oder geringer) durch- 
gefuhrt wird. 



Es ist weiter bevorzugt, bei der Reinigung oder zumindest vor Bestimmung der Aktivit&t des 
Proteins Suramin zuzusetzen. Dadurch wird ebenfalls eine Stabilisierung der Aktivitat erreicht. 
Fur Suramin war bisher lediglich bekannt, dafl es geeignet ist, hh-Proteine von der Zellober- 
flachen- oder der extrazellularen Matrix abzulosen (Bumcrot et al., siehe oben). 

Zur weiteren Reinigung ist es bevorzugt, nochmals an Heparin-Sepharose und Hydroxylapatit 
zu chromatographieren. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung kann die erfindungsgemaCe hh-Mutante zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, die ebenfalls Gegenstand der Erfin- 
dung ist, verwendet werden. Diese pharmazeutische Zusammensetzung enthalt eine 
phannakologisch effektive Dosis des erfindungsgemaBen Proteins und kann sowohl systemisch 
als auch lokal appliziert werden. Es ist ebenfalls bevorzugt, die erfindungsgem&Ben Proteine in 
Kombination mit anderen Proteinen der Hedgehog-Familie oder Knochenwachstumsfaktoren, 
wie Bone Morphogenic Proteinen (BMPs), (Wozney et al., Cell. Mol. Biol, of Bone, Bone 
Morphogenetic Proteins and their Gene Expression, 131 - 167, Academic Press Inc. 1993) 
oder Parathyroid Hormonen (Karablis et al., Genes and Development 8 (1994) 277 - 289). 

Das erfindungsgemaBe Protein kann vorteilhaft zur Induktion von Chondrozyten und Osteo- 
zyten in einer osteoinduktiven pharmazeutischen Zusammensetzung verwendet werden. 
Solche osteoinduktiven pharmazeutischen Zusammensetzungen sind beispielsweise aus 
US-Patent 5,364,839, WO 97/35607, WO 95/16035 bekannt. 

Bei einer lokalen Applikation des erfindungsgemaBen Proteins ist bevorzugt, dieses in Kombi- 
nation mit einer geeigneten Matrix als Trager und/oder einem Sequestierungsagens zu 
verwenden. Eine solche Matrix ist dazu geeignet, das Protein, insbesondere in der Umgebung 
von Knochen, in vivo Iangsam in aktiver Form freizusetzen. Das Sequestierungsagens ist eine 
Substanz, welche die Applikation, beispielsweise durch Injektion, erleichtert und/oder die 
Migration des erfindungsgemaBen Proteins von der Applikationsstelle verhindert oder zumin- 
dest verzogert. 

Als Matrixmaterial ist insbesondere ein biokompatibles degradierbares Material, beispielsweise 
auf Kollagenbasis oder anderen Polymeren, basierend auf Polymilchsaure, Polyglykolsaure 
oder Co-Polymeren aus Milchsaure und GlykolsSure geeignet. Solche Polymermatrices sind 
beispielsweise in der WO 93/00050 beschrieben. . 



Sequesiierungsagentien sind beispielsweise Cellulose und celluloseartige Materialien sowie 
beispielsweise Alkylcellulose, Carboxymethylcellulose, Hyaluronsaure, Natriumalginat, 
Polyathylenglykol und Polyvenylalkohol, wobei Hyaluronsaure, insbesondere in einer pharma- 
zeutischen Zusammensetzung auch ohne Tragermatrix, besonders bevorzugt ist. 

Zur Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzung ist es weiter bevorzugt, Hilfsstoffe, 
wie Mannitol, Sucrose, Laktose, Glucose oder Glycin sowie Antioxidantien, wie EDTA, 
Chrat und Detergentien, vorzugsweise nicht-ionische Detergentien, wie Polysorbate oder 
Polyoxyethylene, zuzusetzen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist eine pharmazeutische Zusammensetzung 
des erfindungsgemafien Hedgehog-Proteins mit Suramin bevorzugt und diese vorteilhaft 
venvendbar. 

Die folgenden Beispiele, Publikationen und Abbildungen erlautern die Erfindung, deren 
Schutzumfang sich aus den Patentanspriichen ergibt, weiter. Die beschriebenen Verfahren sind 
als Beispiele zu verstehen, die auch noch nach Modifikationen den Gegenstand der Erfindung 
beschreiben. 

Beschreibung der Figuren: 

Fig. 1: Kinetik der Sekretion von alkalischer Phosphatase induzierender Aktivitat (Balken) 
und hh-Mutante (Punkte und Linie) durch High Five Zellen nach Infektion mit 
Baculovirus 

Fig. 2: Elutionsdiagramm der Reinigung des Fermentationsiiberstandes mit Heparinsepha- 
rose 

Fig. 3: Elutionsdiagramm der Reinigung des dialysierten Eluates der Heparin-Sepharose 
mit Hydroxylapatit 

Fig. 4: Elutionsdiagramm der Reinigung der dialysierten aktiven Fraktionen der Hydroxy!- 
apatit-SauIe mit einer 1 ml HiTrap Heparin-Saule 

Fig. 5: Alkalische Phosphatase induzierende Aktivitat der Fraktionen 1 ml High Trap 
Heparin Chromatographic 



Fig. 6: Coomassie-FSrbung der SDS-PAGE mit alkylierten Fraktionen der 1 ml High Trap 
Heparin Chromatographic 

Fig. 7: Western blot mit einem Antikorper gegen den N-Terminus von shh der SDS-PAGE 
mit alkylierten Proben der Fraktionen der 1 ml High Trap Heparin Chromatographic 

Fig. 8: Western blot mit einem Antikflrper gegen den N-Terminus von shh der SDS-PAGE 
mit reduzierten Proben der Fraktionen der 1 ml High Trap Heparin Chromatogra- 
phic 

Fig. 9: Aktivitat von Retentat und Permeat nach Filtration von aktiven shh Fraktionen mit 
Membranen mit einer Ausschluflgrenze von 30 und 1 00 kDa. 

Fig. 10: EinflulJ von Suramin auf die Aktivitat der hh-Mutante: Zu Aliquots einer aktiver 
Fraktionen nach Hydroxylapatit-Chromatographie wurde kein Suramin (B), 
Suramin ad 0,1 mg/ml erst nach der Dialyse gegen PBS+0,05 % Tween e -80 zuge- 
geben (C) oder Suramin ad 0,1 mg/ml vor der Dialyse zugegeben und gegen 
PBS+0,05 % Tween®-80 mit zusatzlich 0,1 mg/ml Suramin dialysiert. 

Fig. 1 1 : Einflufl von Tween-20 und Tween-80® auf die Aktivitat der hh-Mutante: 

Aliquots eines Pools AP aktiver Fraktionen nach SP-Sepharose-Chromatographie in 
50 mM NaPi, 0,9 M NaCl, 1 mM EDTA pH 7,3 wurden zu den angegebenen 
Konzentrationen mit Tween versetzt und gegen PBS mit der jeweiligen Konzentra- 
tion an Tween dialysiert. Vor dem Einsatz in den C3H10Tl/2-Test wurden die 
Proben durch 0,2 pm Filter sterilfiltriert. 

Fig. 12: EinfluB von Trypsin und Chymotrypsin auf die Aktivitat der hh-Mutante: 

AP aktive Fraktionen nach Stufenelution von Heparin-Sepharose wurden in 10 mM 
NaPhosphat, 0,05% Tween®80 auf eine Proteinkonzentration von 0,46 mg/ml 
eingestellt und im Protease/Protein- Verhaltnis (w/w) von 1:100 (A), 1:500 (B), 
1:2500 (C) und 1:10000 (D) mit Trypsin , bzw. Chymotrypsin versetzt. Die Proben 
wurden 11 h bei RT inkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe von Aprotinin im 
5-fachen GewichtsuberschuO gestoppt und die Proben in der SDS-PAGE (A:) und 
im C3H10T1/2 -Test (B:) analysiert. 1, Einsatz; 2, Kontrolle ohne Protease; 3, 
Trypsin behandelte Proben; 4, Chymotrypsin behandelte Proben; 5, Kontrolle 



Trypsin (1:100) und Aprotinin bei t= 0; 6, Kontrolle Chymotrypsin (1:100) und 
Aprotinin bei t = 0. 

Beispiel 1 

Expression von rekombinanten humanen sonic hh (shh) 

Die N-terminale Doraane von humanem shh mit den Aminosauren 24-197 (EMBL- Accession 
No. L 38518) wurde wie fur das Rattenprotein von Miao (J. Neurosci. (9197) 17, 5891-5899) 
und Bumcrot et al. (Mol.Cell.Biol. (1995) 15, 2294-2303) beschrieben mittels rekombinanten 
Baculovirus in High Five Zellen (Invitrogen, Leek, NL, Best.Nr. E 855-02) unter Verwendung 
von Excel! 400 Medium (JHR, Inc.), wobei so viel Virus eingesetzt wurde, daB jede Zelle im 
Durchschnitt mit einem Virus infiziert wurde (multiplicity of infection (m.o.i.): 1). 

Der Fermenterinhalt wurde nach 26 bzw. 72 h durch Zentrifiigation mit 1000 g und Filtration 
gekl&rt und der Uberstand bzw. das Permeat bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
Proben der Fermentation wurden bzgl. ihrem Gehalt an Alkalische Phosphatase induzierender 
Aktivitat [Nakamura et al(1997), Kinto et al. (1997) FEBS Lett. 404, 319-323] und auf ihren 
Gehalt an shh Protein mittels RP-HPLC (Vydac CI 8, Gradient von 0-90% Acetonitril in 0,1% 
Trifluoressigsaure, TFA) oder SDS-PAGE analysiert. 

Nach 24-32 h (bevorzugt nach 24 - 27 h) Fermentationszeit wurde die Fermentation beendet 
und der Uberstand geklart. 

Beispiel 2 

Reinigung der aktiven hh-Mutante 

Der geklane Uberstand wurde nach dem Auftauen mit 1 Tablette „Complete" Inhibitor-Mix 
(Boehringer Mannheim, GmbH, Best.Nr. 1873580) je 50 ml Uberstand verstezt und 3,5 1 
dieser Lflsung bei 4°C auf eine Heparin-Sepharose-Saule (Volumen 90 ml; Pharmacia 
Biotech) aufgetragen, die zuvor mit 20 mM Natriumphosphat, pH 7,2 aquilibriert worden war. 
Nach dem Probenauftrag wurde mit 20 mM Natriumphosphat, 0,05 % Tween^-SO, pH 7,2 
(=Puffer A)gespult und unspezifisch gebundenes Protein durch einen Waschschritt mit PuflFer 
A, der zusatzlich o,25 M NaCl enthielt, eluiert. Die Aktivitat erfolgte durch eine anschlieBende 
Elution mit Puffer A, der zusatzlich 1,2 M NaCl enthielt. 



Dieses Eluat wurde anschliefiend mit einem Volumen 10 mM Natriumphosphat, 0,05 % 
Tween-80®, 50 mM NaCl, pH 7,2 (=Puffer B) verdiinnt und gegen PuflFer B bei 4oC dialy- 
siert. 

Das Dialysat wurde auf eine mit Puffer B aquilibrierte Hydroxyapatit-Saule (Volumen 10 ml; 
Makro Prep; 40 urn, Typ I; BIO-Rad) aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten 
von 1 0 bis 300 mM NaP in Puffer B (2 x 200 ml). 

Aliquots der Fraktionen wurden b2gl. der Fahigkeit zur Stimulation von alkalischer Phospha- 
tase in einer Maus-Fibroblasten Zellinie, z. B. C3H10T1/2 Zellen sowie mitells SDS-PAGE 
und RP-HPLC analysiert. Der Rest der Fraktionen wurde bis zur weiteren Bearbeitung bei - 
80°C gelagert. Maximale Aktivitat eluiert am Ende des Gradienten zwischen 0,25-0,3 M 
Natriumphosphat, wahrend inaktive oder nur schwach aktive Formen von shh bereits schon 
wesentlich finuher von der Saule eluieren. 

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und gegen Puffer B bei -4°C dialysiert und auf eine 1 
ml HiTrap Heparin-Saule (Pharmacia Biotech) aufgetragen, die mit 20 mmol Kaliumphosphat, 
0,05 Tween®80, pH 7,2 aquilibriert worden war. Die Elution erfolgte durch einen Gradienten 
von 0 - 1400 mM Kcl in 20 mM Kaliumphosphat, 0,05 % Tween®-80, 50 mM NaCl, pH 7,2. 
Aktive Fraktionen wurden durch die Stimulation von alkalischer Phosphatase in C3H10T1/2 
Zellen identifiziert und alkylierte und reduzierte Proben mittels SDS-PAGE und Western blot, 
mit einem Antikorper gegen den N-Terminus von shh, analysiert. 

Im Gegensatz zu inaktiven Fraktionen, enthalten die aktiven Fraktionen einehh-Mutante, die 
unter alkylierenden Bedingungen ein urn 1-3 kDa reduziertes Molekulargewicht im Vergleich 
zu nur schwach aktiven shh mit intakten N-Terminus zeigen. Unter reduzierenden Bedingun- 
gen hingegen ist ein derartiger Molekulargewichtsunterschied nicht nachweisbar. 

Beispiel 3 

Induktion von alkalischer Phosphatase im Zelltest (Bestimmung der Aktivitat der 
Alkalischen Phosphatase) 

5000 Zellen der murinen mesenchymal pluripotenten Linie C3H10T1/2 (ATCC CCL-226) 
wurden pro Vertiefung einer 96-Loch Mikrotiterplatte eingesat. Die Zellen befanden sich in 
100 yl DMEM, 2mM Glutamic 100 lU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und 10 % 
fbtalem Kalberserum, FKS. Am nachsten Tag wurden die zu untersuchenden Wirkstoffe in 



den entsprechenden Konzentrationen in einem Volumen von 100 \i\ zugefugt. Nach 5 Tagen 
wurde der Test gestoppt. Dazu wurden die Uberstande abgekippt und die Zellen einmal mit 
PBS gewaschen. Die Zellen wurden lysiert in 50 pi 0.1 % Triton® X-100 und bei -20 C 
eingefroren. Nach dem Auftauen wurden 25 |il fur die Proteinbestimmung und 25 jil fur die 
Bestimmung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase eingesetzt. 

Proteinbestimmung nach der Anleitung des Herstellers Pierce : 

Der Ansatz wurde mit 75 \i\ H20 bidest. versetzt, dann wurden 100 |il BCA Protein Reagenz 
zugefugt (Pierce Micro BCA, Nr. 23225). Nach 60 min wurde die Optische Dichte (O.D.) bei 
550 nm gemessen. 

AktiviUxt der Alkalischen Phosphatase nach der Anleitung des Herstellers Sigma : 
Der Ansatz wurde mit 100 |il Reaktionspuffer (Sigma 221) versetzt. Eine Substratkapsel 
(Sigma 104-40) wurde in 10 ml H 2 0 bidest. aufgelost, dann wurden 100 \il zu dem Testansatz 
pipettiert. Die O.D. wurde nach der Gelbfarbung bei 405 nm gemessen. Bei der Reaktion setzt 
die Alkalische Phosphatase p-Nitrophenyl-phosphat zu p-Nitrophenol urn. 

Die O.D. wurden jeweils mittels Standardkurven in nmol bzw. \ig umgerechnet. Die Auswer- 
tung erfolgte nach der Formel : 

nmol PNP pro (Mefi)Minute pro mg (ZellJProtein 

Ergebnisse: 

- Shh (Monomer) aus E. coli in einer Konzentration von 43 ^ig/ml 
(=2,15 nmol/1) >ni Zelltest gibt 8,537 nmol pNP/min/mg 

Shh (Dimer) aus E. coli in einer Konzentration von 41,5 ng/ml 
(= 1 ,037 nmol/l)im Zelltest gibt 5, 1 33 nmol pNP/min/mg 
• erfindungsgemaCe hh-Mutante in einer Konzentration von 0,1 fig/ml (= 5 nmol/1) 
mit 0, 1 mg/ml Suramin im Zelltest gibt 88,762 nmol pNP/min/mg 

- erfindungsgemaBe hh-Mutante in einer Konzentration von 0, 1 ng/ml (= 5 nmol/1) 
ohne Suramin im Zelltest gibt 44,828 nmol pNP/min/mg 

- Kontrolle ohne Shh gibt 1,292 nmol pNP/min/mg 

- in 1/40 Verdiinnung eingesetzt er B VCM gibt 4 1 ,96 1 nmol pNP/min/mg 
(= interne Positivkontrolle) 
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Pa te n ta nspr uch e 

1. Posttranslational prozessierte Hedgehog-Protein-Mutante, welche erhaltlich ist durch 
Expression eines Gens, welches ein Hedgehog-Protein codiert, in einem Bacculo-Virus- 
Expressionssystem, bei einer Fermentation iiber einen Zeitraum von bis zu 30 Stunden, 
Reinigung des Zelluberstands, in Gegenwart eines Proteaseninhibitors und eines nicht- 
ionischen Detergenz und Isolierung der hh-Mutante, welche an Heparinsepharose und 
Hydroxylapatit bindet und dadurch gekennzeichnet ist, daB diese hh-Mutante 

— unter alkylierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrer Aktivitat durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer N-terminalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosauren inaktiviert wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 mmol/1 DTE iiber 2,5 Stunden bei 37°C zu 90 % oder 
mehr inaktiviert wird, 

— in einer Konzentration von 5 nmol/1, in Gegenwart von Suramin, eine Aktivitat fur 
alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induziert und 

— nicht cholesterinmodifiziert ist, 

2. Verfahren zur Herstellung einer posttranslational prozessierten Hedgehog-Protein- 
Mutante durch Expression eines Gens, welches ein Hedgehog-Protein codiert, in einem 
Bacculo-Virus-Expressionssystem, bei einer Fennentation uber einen Zeitraum von 24 - 
27 Stunden, Reinigung des Zelluberstands, in Gegenwart eines Proteaseninhibitors und 
eines nicht-ionischen Detergenz und Isolierung der hh-Mutante, welche an 
Heparinsepharose und Hydroxylapatit bindet und dadurch gekennzeichnet ist, dalJ diese 
hh-Mutante 

— unter alkylierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrer Aktivitat durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer N-terminalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosauren inaktiviert wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 mmol/1 DTE iiber 2,5 Stunden bei 37°C zu 90 % oder 
mehr inaktiviert wird, 
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— in einer Konzentration von 5 nmol/l, in Gegenwan von Suramin, eine Aktivitat fur 
alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induziert und 

— nicht cholesterinmodifi2iert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB nach der Chromatographic an 
Heparinsepharose eine Dialyse gegen niedrige Ionenstarken durchgefiihrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Dialyse in Gegenwart von 
10-100 mmol/1 Natriumchlorid durchgefiihrt wird. 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend eine hh-Mutante, nach Anspruch 1 . 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nah Anspruch 5, enthaltend Suramin, eine biokom- 
patible Matrix und/oder eine Sequestierungsagens. 

7. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung durch Kombination 
einer hh-Mutante gemafi Anspruch 1, mit einem pharmazeutischen Hilfsstoff oder mit 
Suramin. 

8. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung durch Kombination 
einer hh-Mutante nach Anspruch 1 mit einer biocompatiblen Matrix und/oder einem 
Sequestierungsagens. 



Zu sa m menfassu og 



Ein posttranslational prozessierte Hedgehog-Protein-Mutante, welche 

— unter alkylierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrer Aktivitat durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer N-terminalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosauren inaktiviert wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 mmol/1 DTE uber 2,5 Stunden bei 37°C zu 90 % oder 
mehr inaktiviert wird, 

— in einer Konzentration von 5 nmol/1, in Gegenwart von Suramin, eine Aktivitat fur 
alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induziert und 

— nicht cholesterinmodifiziert ist, 

zeigt eine vielfach erhohte Aktivitat. 



• • • • • • • ♦ • • •■ • • 

• • • • • . • - • • • t/ll 

• • • • . ' • • ••••••• ill if 

• ■ • • • • • • 1/ " 

• • ••• •••• . ••■ 

Abb.l 




virus 

Fermentation time 



1/12 



Abb. 2 



• • • • 



• • • 



• 

• • • • 
t • • • ♦ • • 



n 





3/12 




6/12 



• • • 



• • • • • 

• • • • • • • • 

• • • • 

■ • • ••••• 

• • t ♦ • 
••••••• • • 



■-.5 



ui ■•jL«.".:-\-:-:'S-:.^i.v 






< 



t. *p - — •"• 



7/12 



ft ft ft 



• •• t 



ft 
• ft 



ft ft ft ft • • • 



• ft •• 

• ft ft . ft 

• • •• 

ft ft ft ft • 
• • ft 

• ft. ft ft 



?//! 



Abb. 9 



H 



5! 



0% * 



GO 
3 
O 



I 



o 
o 



a 



2 

C 

8 

'35 — 

8. § 

C 

8 

> 

T3 

C 



dilution 1 : 200 



9/12 




10/12 



> • ♦« 



Abb. 12 



• # 
♦ • 



• •••• 



I • 

• » ♦ 



A: 



1 2 3 4 5 6 

Trypsin Chymotrypsin 
ABCD A BCD 



-A. 




std. 1 2 std. 3A 3B 3C 3D std. 4A 4B 4C 4D std. 5 6 std. 



12/12 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□'BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 
□Iblurred OR ILLEGIBLE TEXT OR drawing 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

SPLINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE^) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: ; , ■ ' 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



